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緒 言
スポー ツ人 口の増加,ま た高齢化社会 の到来 に伴 い,関 節 におけ る疾患が増加 している。特 に膝関節 に
おけ る疾患 は多 く,靭 帯損傷 や半月板損傷 などの外傷性 関節炎,変 形性関節症(OA)は 頻 発 して い る。
膝関節 は,大 腿骨 および脛骨 が靭帯 によ り連結 され,そ れ らの間に線維軟骨で ある半月板が介在す る。膝
関節で は複数 の靭帯組織 が存在 し,そ れ らの中で も膝 関節 の中央部 に存 在 す る前 十字 靭帯(ACL)お よ
び後十字靭帯 は関節 の機能 を維持す るために重要 な組織 である。 また,大 腿骨お よび脛 骨の関節面 は硝子
軟 骨 によって覆 われ,物 理的衝撃の緩和 に重要 な役割 を果 た している。
外傷性関節炎 は,ス ポーツ時 などにお ける関節部位へ の過負荷な どによって発症 し,特 に靭帯損傷 の発
症頻 度 は高 い。 しか し,そ の修復能 は低 く,二 次 的にOAな どの疾患 を誘 発 す る こ とか ら,早 期 の治 療
が望 まれ る。 また,OAは 退行性 の軟骨変性 を伴 う疹痛性 の疾患で あ り,そ の発症要因 と して,加 齢,性,
遺伝,肥 満な どの内的因子,ま た外傷性 関節炎 な どによる関節機能 の不 全 に伴 う機 械 的stressの 増 加 な
どの外 的因子 が挙 げ られ,こ れ らの因子 が複雑 に関与 して いる。 これ らの疾患 に対す る治療法 は疾患 の程
度 によ って様 々であ るが,軽 度 な疾患 においては鎮痛や消炎を 目的 と した薬物 の外用剤 による投与 などの
保存 的療法 が一般 に用 い られている。
Hyaluronan(HA)は,結 合組織 に広 く存在す るN-acetyl-D-glucosamineお よびD-glucronicacid
の2糖 による繰 り返 し構造か らなる直鎖 のglycosaminoglycan(gag)で あ る。 また,HAは 関節 液 の
主成分で あ り,そ の分子量 は約400万 とされ,関 節の潤滑 に重要 な役割 を果 た して い ると と もに,関 節 軟
骨 を被 覆 して軟骨組織か らのmatrix成 分 の遊離 を抑制す る作用,軟 骨破壊に関与す るchemicalmediator
か ら軟骨 を保護す る作用 を有す るとされて いる。 これ らの作用 を有す ることか ら,OAの 治療 にHAの 関
節腔内投与が行 われて いる。 また,結 合組織 において,HAは 他 のmatrix成 分 との結合 を介 して組織 の
形成 に関与 して いる。創傷治癒の初期 にお いて,HAはfibrinやfibrinogenと 結 合 してInatrix形 成 の
足場を作 ること,ま たHAはlargeproteoglycan(PG)で あるversicanやaggrecanと 結 合 し,さ ら
に これ らのaggregateはcollagenと 結 合 して巨大分子 を形成す ることが知 られてい る。 また,HAは 皮
膚線維芽細胞 の:増殖 を抑制 し,collagenお よびprotein合 成 を促進 させ ること,chickembryoのfibro-
blastお よびchohdroblastに おいては,細 胞増殖を抑制 し,collagenお よびPG合 成 を促進 させ る こと
な どが報告 されて いる。 これ らの報告 は,HAが 軟 骨や靭帯 の細胞 に影響 を及 ぼ し,matrix形 成 や組織
の修復 を促進 させ る可能性 を示 唆 してい る。本研究で は,外 傷性 関節炎 の一つ であ り,特 に修復能 が低 い
とされるACL損 傷 およびOAを 対象疾患 とし,関 節腔内への高分子量HAの 投与 によ る影響 な どにっ い
て基礎 的に検討 した。
1.靭 帯損傷 に及 ぼすhyaluronanの 影響
外傷性 関節炎 と して発症頻度 が高 く,ま た修復能が低 いとされるACL損 傷 の動物 モデルを ウサ ギを用
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いて作製 し,そ の修復に及ぼすHAの 関節腔内投与による影響を病理組織学的に,ま た組織 の線維形成
に影響を及ぼす と考えられるPGの 産生について免疫組織学的に検討 した。
ACLの 部分切離部位は疲痕性組織によって修復 し,疲 痕性組織の範囲はHAの 関節腔内投与 によって
速やかに縮小 した。また,病 理組織学的にもHAは 速やかに正常の靭帯組織 に近 い組織 に修復 させた。
さらに,HAは 靭帯修復の初期にchondroitinsulfatePGの 産生を元進させ,ま た修復の進行 とともに
そのPG分 子種を速やかに消失させた。 この結果 は,HAがPG分 子種の産生を制御することによって疲
痕性組織の形成を抑制 して速やかに正常な靭帯組織に修復させることを示 している。
さらに,HAに よる靭帯修復促進作用の作用機序を明 らかにすることを目的とし,ウ サギACLよ り採
取 した靭帯細胞を用いて細胞増殖能および損傷靭帯の組織修復時に変化が認め られたPGの 産生に及ぼす
HAの 影響について検討 した。靭帯細胞の増殖能は低 く,靭 帯の修復能の低いことに関与 しているとされ
ているが,こ の靭帯細胞の増殖能に対 してHAは 影響を及ぼさなか った。また,靭 帯細胞は1argePGで
あるversican,aggrecan,さ らにsmallPGで あ喬biglycan,decorinを 産生 し,こ れらの中でもbigly-
canを 多 く産生 す ることが明 らか とな った。 これ らのPG産 生 に対 し,HAはlargePGで あ るversican
の合成 を促進 させた。 この結果 は,靭 帯組織 の修復初期 にお け るHA投 与 に よるPG産 生 の変 化 を反 映
して いる と考 え られ,HA投 与 によって産生 が元進 したchondroitinsulfatePGの 分子種がversicanで
あ る可 能 性を強 く示唆 して いる。 すなわち,HAは 組織修 復の初期 にversicanの 産 生 を充 進 させ,損 傷
したmatrixの 再 生を促進 させた と考 え られる。
正常 な靭帯 組織 に含 まれ るPG分 子種 は,dermatan昌ulfatechainを 側鎖 とす るsmallPGが 主:で あ
るとされてい る。 また,本 研究 において も靭帯細胞 の産生す るPG分 子種 はsmallPGが 主 で あ った。 分 .
子サ イズの小 さなsmallPGは,他 のmatrix成 分 と密 に結合 して強靱 な組織 を形成 させる と考 え られ る。
一方
,分 子 サ イズの大 きいversicanな どの1argePGは,epidermisの 増殖 層 や軟骨形 成 の初 期 に多 量
に検 出 され ること,火 傷皮膚の修 復時に産生 が充進す る ことなどが報告 され,ま た本研究 で は損傷靭 帯 の
修復 の初期 にversican-likePGが 多 く含 まれ ることを示 した。 これ らは,versicanが 組織 の形 成 お よび
組織修復 の初 期 にmatrixを 形成 す るために重要 な役割を果 た して いることを示唆 してい る。
本研究で は,HAがlargePGで あ るversican-likePGの 産生 を促進 させて損 傷 した靭 帯 を速 や か に
修復 させ ることを明 らか に した。 しか しなが ら 再生 した初期の組織 は粗 なmatrixで あ る搬痕 性 組織 か .
ら成 り,組 織 と して は未成熟 であ る。疲痕性組織中 にはversicanが 多量 に存在 す る ことが報告 されて お
り,組 織 中にversicanが 残存 す ることは疲痕形成 に関与す ると考 え られ る。 したが って,疲 痕 性 組織 の
少 ない正常 に近 い組 織 に修 復 させ るために は組織修復後 のversicanの 速やかな消失,さ らに正 常 靭帯 組
織 に多 く含 まれ るsmallPGの 産生へ の速やかな ス イ ッチが重 要 で あ ると考 え られ る。 本 研 究 で.はHA
が靭帯修 復:部位の疲痕性組織を速やか に減少 させ,同 時 にversican-likePGを 減少 させ る ことを示 した。
すなわち,HAはPGの 産生 を制御 して組織 修復の過程 を速 やかに進行 させ,正 常 な組織へ の再生 を促 す
と考 え られ る。
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2.変 形性関節症 に及ぼすhyaluronanの 影 響
次 に,OAに 及 ぼすHAの 関節腔 内投与 による影響 につ いて,発 症機序 の異 なる2つ の動物 モデルを用
いて検討 した。 まず,関 節軟骨 への機 械的streSSを 一次 的な原因 と して軟 骨変性 な どの変 化 を惹起 させ
る実験 的OAと して広 く知 られてい るACL切 離 による実験的OA(Pond-Nukiモ デル)を 作 製 し,HA
の関節腔 内投与 による影響 にっ いて検討 した。 さらに,collagenを 主成 分 とす る軟骨 組織 の破 壊 に関与
す ると考 え られ るmatrixmeもalloproteinaseの 一 っであ るcollagenaseの 関節腔内注入 による新 たな実
験的OAの 作製 を試 み るとともに,関 節軟骨 および滑膜な どの変 性 に及 ぼすHAの 関 節腔 内投 与 に よ る
影響 にっいて検討 した。
ビー グルイ ヌのACL切 離 によ る実験 的OAで は∫ACL切 離後15週 にお け る関 節組 織 の病 理 組織 学 的
検査 の結果,軽 度 な軟骨変性 がみ られ,ヒ トOAに お ける初期 の症状 を示 していた。 一方,collagenase
の関節腔内注入 による軟骨変性 は,ACL切 離 によ る実験的OAに 比 し短期 間で,ま た多 くの報告 が み ら
れ るpapainの 注入量 に比 し少量で惹起で きた。 これ らの関節組織 における変性 は ヒ トOAに 類似 して お
り,実 験 的OAと して有用な モデル と考え られ る。
これ らの実験的OAに 対 して,HAは 関節軟骨 の変性の進行 を抑制 し,ま た軽度 なが ら滑膜 の変性 を抑
制 した。HAの 関節 にお ける薬理学 的作用 の一っ として,関 節潤滑 を促進 す る作用 が報告 されてい る。 す
なわ ち,機 械的stressが 一次的 な原因 と考え られ るACL切 離 による実 験的OAで は,主 にHAの 潤 滑
促進作用 が軟 骨変性 の進行の抑制 に関与 した と考 え られる。 また,我 々 はHAが 軟 骨組織 にお け るGAG
合成 に影響 を及 ぼ さず,軟 骨組織 か らのGAG遊 離 を抑制す ることを示 し,さ らに軟骨細胞 の培養系 に お
いて も軟骨細胞層 か らのGAG遊 離 を抑制 す ることが報告 されてい る。す なわち,collagenase注 入 に よ
る実験的OAで は,HAは 軟 骨表面 を被覆 してmatrix成 分 を分解す るcollagenaseか ら軟 骨 を保護 す る
とと もに,軟 骨組織 や軟骨細胞層 を被覆す る ことによって軟骨matrixの 重要 な構成成分 の一つ であ るG
AGの 遊離 を抑制 して軟 骨変性を抑制 した と考 え られる6、
しか し,こ れ らの動物 モデルにお ける軟骨変性 に関わ る要 因 は,症 状 の進行 とともに複雑 とな る。 した
が って,進 行 したOAに 対す るHAの 軟骨変 性抑制機序 も複雑 と考 え られ る。 関節 潤滑 促進 作用 や軟 骨
保護作用 に加 え,HAは 様 々な作用 を有 する ことが知 られて いる。HAは 前述 したmatrix成 分 に影響 を
及 ぼす こと,ま たmatrix成 分 と結合 して組織形成 に関与す る ことなどの他 に,血 管新生 を抑制す ること,
ヒ ト好 中球 の遊走能,接 着能 お よび貧食能 を抑制 す ること,ヒ ト末 梢血単 球,macrophageに おけ るIL-
1やprostaglandinE2な どの産生 を抑制 す ることなど,広 義の抗炎症作 用を有 す ることが示されている。
これ らの作用 は,軽 度 なが ら観察 された滑膜 の炎症反応 の抑制 に関与 した と考 え られ,ま た関節液中 に存
在す る炎症性細胞 に影響 を及 ぼ して軟骨変性 や疹痛反応 を抑 制す る可能性 も示 唆 され る。 また,我 々 は,
insulinを 添加す る ことによ って軟骨細胞へ分化す るマウスembryonalcarcinoma由 来細胞 株 で あ るA
TDC5を 用 いた試験 によ り,HAがATDC5の 軟骨細胞への分化 に影響 を及 ぼす こ とな どの知 見 を得 て
い る(未 発表)。 したが って,HAは 関節 潤滑 の促進 や軟骨組織を被覆す る ことな どの物 理 的 な作用 に関
与 す るだ けでな く,細 胞機能 や細胞 の分化 に も影響 を及 ぼ し,軟 骨 の形成 や再生 を促進 させ ると考 え られ
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る。また,こ れ らの抗炎症作用や細胞機能 ・分化に対する作用は,関 節軟骨の形成や軟骨の修復に関与す
るだけでなく,靭 帯組織の再生 にも関与 していると考え られる。
結 語
HAは 関節液の主成分であり,ま たmatrixの 構成成分 として必須の物質である。 さ らに,HAは 薬理
学的にも様々な作用を有する。本研究では,HAが 靭帯細胞のPG産 生に影響を及ぼして損傷 した靭帯 の
修復を促進すること,ま たOAに おける軟骨変性や滑膜変性の進行を抑制す ることを示 した。 これ らの
結果 は,靭 帯損傷やOAな どの関節疾患の治療にHAの 関節腔内投与が有効であることを示 している。
さらに,HAの 有する様々な薬理学的作用は,関 節疾患以外の疾患に対 しても有効であることを示唆 して
おり,さ らなる臨床適応の拡大が望まれる。
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審 査 結 果 の 要 旨
靭帯損傷 な どの外傷性 関節炎 や変形 性関節症(osteoarthritis,OA)は 頻繁 に発生す る関節疾患である。
本研究 で は,ま ず,外 傷性 関節炎 の一 つである前十字靭帯(anteriorcruciateligament,ACL)損 傷 に
対 す る ピアル ロナ ン(hyaluronan,HA)の 関節腔内投与 によ る影響 を ウサ ギACLの 部 分損 傷 モ デル を
用 いて検討 した。 その結果,関 節腔 内投与 によって,靭 帯組織 の部分切離部位 は搬痕性組織 によって修復
され,疲 痕性組織 の範 囲は速 やか に縮小 した。 また,病 理組織学的検討か らも,正 常の靭帯組織 に近 い組
織 に修復 された。 さらに,HAは 靭帯修復 の初期 に コン ドロイチ ン硫酸 プロテオグ リカン(proteoglycan,
PG)の 産生 を充進 させ,そ の後進行 に伴 い消失 させた。
次 に,ウ サギACLよ り採取 した靭 帯細胞 を用 いて細胞増殖能及 び損傷靭帯 のPG産 生 に及 ぼすHAの
影響 を検討 した。 その結果,HAは この靭帯細胞の増殖能 に対 して影響 を及ぼ さなか った。 ま た,HA投
与 による損傷 靭帯 修復の初 期 にはコ ン ドロイチ ン硫酸PG(バ ーシカン様PG)が 多 く産生 されて い る こ
とを明 らか に し,HAの バ ー シカ ン産生促進 による損傷靭帯 の修復機構 を示 した。
さらに,OAに 対す るHAの 関節腔内投与 の影響 を検討す るにあ た り,一 般 に用 い られ るイ ヌ・膝 関節 の
ACL切 離 による実験的OAモ デル(Pond-Nukiモ デ ル)に 加 え,ウ サギ膝関節腔内へ のコ ラゲナ・一ゼ注
入 によ る新規OAモ デルを確立 した。前者 は,ACLを 切離 して動 揺関節 と し,機 械 的 に軟骨 変性 な どの
OA様 の変化 を惹起す るモデルであ るの に対 し,後 者 は,コ ラゲ ナーゼを直接 関節腔 内に注入 し,軟 骨 マ
トリックスの主成分 である コラーゲ ンを分解 して軟骨変性 を惹起 させ るモデルで ある。
これ らの実験的OAに 及 ぼすHAの 関節腔内投与 によ る影響 を検 討す る と,HAは いず れの場 合 も関
節軟 骨変性の進行 を有意 に抑制 した。 これ らの理 由 として,Pond-Nukiモ デルでは,主 にHAの 潤 滑促
進作 用及 び軟 骨変性 の進行抑制 による ものであ り,コ ラーゲ ナーゼ注入 によ るモデルで は,軟 骨表面 を被
覆 して コラゲ ナーゼか ら軟 骨を保護 し,さ らに軟骨 のマ トリックス成分 の遊離 を抑制 す ることによ って,
軟骨変 性を抑 制 した もの と推察 された。新規 モデルを用 いるこ とに よ って,よ り広範 なHA作 用 を明 ら
かに した。,沈
以上,本 論文 は関節液の主成分 であ りマ トリックスの構 成成 分 と して必須 の成分 で あ るHAがPGの
産生制御 を介 して損傷 した靭帯細胞 の修復 を促進 し,軟 骨変性 や滑膜変性 の進行 を抑制す るため,靭 帯損
傷 やOAな どの関節疾患 の治療 に有効で あ ることなど,臨 床応 用上 も貴重 な新 規知 見 を明 らか に した も
ので あ る。
よ って,本 論文 は博士(薬 学)の 学位論文 として合格 と認 め る。
一88一
